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of polarization of invasive human or animal tumor and/or immune cells by modifying at least one surface protein CD 13 as member of 
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O 

(57) Zusammenfassung: Die Erflndung beirifft eine Verwendung mindestens eines Aminopeptidasen-Inhibitors zur Herstellung 
1^ eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumorerkrankungen und/oder Immunkrankheiten, wobei der mindestens eine Aminopep- 
tidasen-Inhibitor eine Blockierung einer Polarisierung von invasiven menschlichen oder lierischen Tumor- und/oder Immunzellen 
durch Veranderung mindestens eines Oberflachenproleins CD 13 als Mitglied eines Protein netzwerkes auf der Oberflache derTumor- 
und/oder Immunzellen bewirkt, wobei das Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine aus einer definierten Gruppe umfasst. Die 
Erfidung betrifft ausserdem ein pharmazeutisches PrSparat, ein Verfahren zur Identiflkation mindestens eines Aminopepddasen-In- 
hibitors und ein Verfahren zur Identifikation mindestens eines weiteren Inhibitors, der in Kombination mit dem mindestens einen 
Aminopeptidasen-Inhibitor wirkt. 



wo 01/54707 PCT/EPO 1/00746 



5 

Verwendung mindestens eines Aminopeptidasen-lnhibitors 

10 

BESCHREIBUNG : 

Die vorllegende Erfindung betrifft eine Verwendung mindestens eines Ami- 
nopeptidasen-lnhibitors zur Herstellung eines Arzneimittels fur die Beliandlung 
15 von TumorerI<ranl<ungen und/oder lmmunl<ranl<lieiten, ein entsprechendes 
piiarmazeutisciies PrSparat, ein Verfatiren zur ldentifil<ation mindestens eines 
Aminopeptidasen-lniiibitors und ein Verfaiiren zur Identifikation mindestens 
eines weiteren Inliibltors, der in Kombination mit dem mindestens einen Ami- 
nopeptidasen-lniiibitor wirict. 

20 

Amlnopeptldasen sind Enzyme der Zelloberflaclie, die Peptide spalten. Sie 
werden von verschiedenen Zeiltypen exprimiert. Ilire molel<ulare Funktlon be- 
steht u.a. in der Degradation biologisch aktiver Peptide. Die weiteren physiolo- 
gischen, insbesondere die zellulSren Funlctionen der Aminopeptidasen sind 

25 bislier niclit gel<lart. Jungste Untersuctiungen zeigen, daB Aminopeptidasen- 
Inliibitoren die Vermelimngsrate und die Invasion von Tumorzellen unterdruk- 
ken konnen. Diese Unterdruckung der Invasion wurde allgemein auf die pro- 
teoiytisclie Aktivitat von Zelloberflachen-assoziierten Aminopeptidasen zuruck- 
gefiihrt, die die extrazellularen Matrixproteine spalten, so daB die Tumorzellen 

30 in Organe eindringen und in diesen Organen wandem konnen. Zu den be- 
kannten Aminopeptidasen-lnhibitoren gehoren Actinonin, Bestatin und potente 
Inhlbitoren vom Homophtalimld-Typ. 
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Bestatin kann gemaB J. Yoneda et al. Clin. Exp. Metastasis 1 0, 49-59, 1 992 die 
Degradation des Typ IV Kollagens und damit die Invasion von Tumorzellen 
verhlndem. Der genannten Publikation ist auBerdem zu entnehmen, daB Be- 
statin keinen EinfluB auf die Tumorzelladhasion und die Migration zu der extra- 
5 zellularen Matrix besitzt. 

Aus einer Veroffentlichung in Biol. Pharm. Bull. 22, 1010-1012, 1999 geht her- 
vor, daB die Hemmung der Invasion durch einen Aminopeptidasen-lnhibitor 
vom Homophthalimid-Typ PIQ-22 auf eine Hemmung der Ausbildung von Zell- 

10 extensionen zuruckzufuhren Ist, wobei die Ursache dieser Hemmung unklar 
bleibt und eine Inhibition der Aminopeptldase N, Im folgenden auch mit GDI 3, 
bezeichnet, durch PIQ-22 ausgeschlossen wird. Nach der genannten Verof- 
fentlichung haben die beiden Aminopeptidasen-lnhibitoren Actinonin und Be- 
statin, die GDI 3 hemmen, gemaB in vitro Untersuchungen mit einem unspezifi- 

15 schen Matrigei-Analysesystem keine Wirkung auf die Tumorzellinvasion. Fur 
Bestatin konnte auch keine Wirkung auf die Ausbildung von Zellextensionen 
nachgewiesen werden. 

Besonders nachteilig ist die Tatsache, daB die bisher existierenden Untersu- 
20 chungsmethoden nicht die Bedingungen in vwo widerspiegein und daher haufig 
zu unbefriedigenden Ergebnissen fuhren, so daB die Wirkung der einzelnen 
Aminopeptidasen-lnhibitoren nicht umfassend aufgeklart werden kann. Meist 
bleibt unklar, ob die Inhibition der Aminopeptidasen bei Tumoren in vivo, d.h. 
am Patienten, wirksam ist und ob nicht sogar bei bestimmten Tumorformen 
25 durch Inhibition der Aminopeptidasen ein gegenteiliger Effekt. bestehend in 
einer Potenzierung des Invasionsverhaltens in vivo, eintreten konnte. 

AuBerdem ist bei den Aminopeptidasen-lnhibitoren mit bekannter Wirkung der 
Wirkmechanismus vollig unbekannt, so daB keine neuen Substanzen entwik- 
30 kelt Oder identifiziert werden konnen, die nur deshalb auBerst spezifisch wirken 
konnen, well sie in bekannter Art und Weise in die Zellfunktionen eingreifen, 
Beispielsweise konnte noch nicht geklart werden, mit welchen anderen Protei- 
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nen In ein- und derselben Zelle Aminopeptldasen Wechselwlrkungen eingehen 
und in welcher Weise diese Wechselwirkungen komplexe Zellfunktionen kodie- 
ren. Es ist daher auch nicht bekannt, ob und welche zellularen Mechanismen, 
die auf solchen Wechselwirkungen beruhen, ggf. durch eine inhibition der Aml- 
5 nopeptidasen gezielt blockiert werden konnen und welche neuen Indikationen 
sich hieraus fur einen klinischen Einsatz solcher Inhibitoren bzw. der aus die- 
sen Inhibitoren weiter entwickelten Substanzen ergeben konnten. 



Es ist daher Aufgabe der vorllegenden Erfinduhg einen Aminopeptidasen- 
10 Inhibitor nnit vordefinlertem und kontrollierbarem Wirkverhalten bereitzustellen, 
der fur die Herstellung eines Arznelmittels zur Behandlung von Tumorerkran- 
kungen und/oder Innmunkrankhelten venwendet werden kann, Es Ist weiterhin 
Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein entsprechendes pharmazeutisches 
Praparat, ein Verfahren zur Identifikation mindestens eines solchen Amlnopep- 
15 tidasen-lnhibitors und ein Verfahren zur Identifikation mindestens eines welte- 
ren Inhibitors, der in Kombination mit dem mindestens einen Aminopeptidasen- 
Inhibitor wirkt, bereitzustellen. 

Eine der Aufgaben wird gelost durch eine Ven^/endung mindestens eines 
20 Aminopeptidasen-lnhibitors zur Herstellung eines Arznelmittels zur Behandlung 
von Tumorerkrankungen und/oder Immunkrankheiten, wobei der mindestens 
eine Aminopeptidasen-lnhibitor eine Blockierung einer Polarisierung von inva- 
siven menschlichen Oder tierlschen Tumor- und/oder Immunzellen durch Ver- 
anderung mindestens eines Oberflachenproteins CD13 als Mitglied eines Pro- 
25 teinnetzwerkes auf der Oberflache der Tumor- und/oder Immunzellen bewlrkl, 
wobei das Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine aus einer Gruppe 
bestehend aus 



I. CD4 2. CDS 3. HLA-DR 4. HLA-DQ 5, CD3 

6. CD26 7. CD38 8. CD45RA 9. CD1 6 1 0. CD57 

I I . CD56 1 2. CD7 1 3. CD54 1 4. CD58 1 5. GDI 38 
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16. CD13 

21 . CD29 
26. CD2 
umfaBt. 



17. CD62L 
22. CD49cl 
27. CD20 



18. CD71 
23. GDI 8 
28. CD10 



19. CDIIb 
24. CD49f 
29. CD44 



20. CD36 
25. GDI 9 
30. GD80 



Mit Hilfe eines Verfahrens der simultanen Detektion einer beliebigen Anzahl 
von Proteinen der Zelloberflache wurde gefunden, da8 Aminopeptidasen Zell- 
5 oberflachenproteine kontrollieren, die nicht zu der Klasse der proteolytischen 
Enzyme, sondern zu der Klasse der Adhaslonsmoiekiile gehoren, wobel diese 
Adhasionsmolekule In einer bestimmten Komblnatlon und raumllchen Anord- 
nung entscheidend fOr die Polarlsiemng der Zellen sind. Aminopeptidasen sind 
hiemach Qbergeordnete Kontrollprotelne In einem Protelnnetzwerk bestehend 

10 aus bis zu 30 verschiedenen Proteinspezies der Zelloberflache, welche durch 
gezfelte Wechselwlrkung miteinander die Polarisierung von Tumorzellen und 
von anderen Invasiven Zellen, wie Immunzellen, steuern und welche oben auf- 
gefuhrt sind. Die Inhibition mindestens einer Aminopeptidase fuhrt zu einer re- 
produzierbaren Veranderung von Oberflachenprotelnkomblnationen auf der 

15 Zelloberflache, die stets auch eine VerSnderung des CD13 umfaBt. Anhand 
zellblologischer Experlmente an Tumorzellen und an Immunzellen konnte ge- 
zefgt werden, daS die Inhibition und die damit verbundene Anderung der Ober- 
flachenprotelnkomblnatlonen zu einer voIlstSndigen Blocklerung der Polarisie- 
rung der Tumorzellen bzw. der Immunzellen fuhrte. Unter Polarisierung 1st hier 

20 ein Vorgang zu verstehen, bel dem eIne primar spharische Zelle uber verschie- 
dene Zwischenstadien in eine langiiche, gestreckte Zellform ubergeht. Dieser 
Vorgang, der eine durch das komplexe Protelnnetzwerk gesteuerte Formver- 
anderung darstellt, 1st die Voraussetzung fur die Zellwanderung, also die Migra- 
tion, da nur Zellen mit langllcher Zellfonm wandern konnen, Der Vorgang der 

25 Polarisierung 1st daher alien Vorgangen der Zellwanderung und damit auch der 
Invasion zwingend vorgeordnet. 



DemgemaB llegt der Erfindung die Erkenntnis zugrunde, da3 genau die Aml- 
nopeptidasen-lnhlbltoren, die die VerSnderung mindestens des OberflSchen- 
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proteins CD13 als Mitglied des spezifischen, oben definierten Protelnnetzwer- 
kes aus bis zu 30 Oberflachenproteinen bewirken, ganz spezifisch den ersten - 
und daher wichtigsten Schritt der Invasion hemmen und daher zur Herstellung 
eines auBerst spezifisch wirkenden und damit uberaus wirksamen Arzneimittels 
5 zur Behandlung von Tumorerkrankungen und/oder Immunkrankheiten ven^/en- 
det warden konnen. 

Der mindestens eine Aminopeptidasen-lnhibitor kann beispielsweise ein Ami- 
nopeptidasen- Inhibitor vom Homophtallmid-Typ und/oder Actinonin und/oder 

10 Bestatin und/oder ein Antikorper, Insbesondere ein monoklonaler Antikorper, 
gegen eines der Oberflachenproteine sein. Insbesondere Bestatin wirkt entge- 
gen den oben dargelegten Annahmen durch den genannten Wirkmechanlsmus 
und fuhrt zu einer Verandeaing der Oberflachenproteine des Proteinnetzwerks, 
das Proteine aus der oben genannten Gruppe umfaBt. Als beson'ders wir- 

15 kungsvoll haben sich weiterhin das Actinonin, RB 3014 und ein gegen eine ex- 
trazelluiare Domane des CD13 gerichteter, monoklonaler Antikorper (Klon 
SJ1D1) enA^iesen. 

Da durch die oben spezlfizierten Aminopeptidasen-lnhibitoren neben der Pola- 
20 risierung von Tumorzellen auch die Polarislerung von Innmunzellen wirkungs- 
voll verhlndert werden kann, konnen durch VenA^endung der Anninopeptidasen- 
Inhibitoren wirkungsvolle Arznelmittel zur Behandlung von Autoimmunkrankhei- 
ten Oder AbstoBungsreaktionen von transplantierten Organen oder Allergien, 
insbesondere Allergien der Atemwege, bereitgestellt werden, 

25 

VorteilhaftenA/eise kann zur Herstellung des Arzneimittels mindestens ein wei- 
terer Inhibitor eingesetzt wird, der mindestens ein Oberflachenprotein verandert 
und/oder inhibiert, das keine Aminopeptidase ist. Unter Inhibition ist in diesem 
Fall die allgemeine Hemmung der Funktion des mindestens einen Oberfla- 
30 chenproteins zu verstehen, die auch durch eine Expressionsanderung erfolgen 
kann. Durch den EInsatz einer Inhibitorkombination kann die Blockierung der 
Polarislerung enorm verstarkt werden. Beispielsweise kann als ein weiterer 
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Inhibitor ein Antikorper gegen CD45RA eingesetzt werden. Gerade dieser Inhi- 
bitor verstarkt die Wirkung eines Aminopeptidasen-lnhibitor nach der obigen 
Definition besonders, so da8 die Polarislerung durch diese Inhibitorkonnblnation 
gezielt und besonders effektiv gehemmt werden kann. 

5 

Mindestens ein Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder mindestens ein weiterer 
Inhibitor kann insbesondere neben der Veranderung des CD1 3 eine Verande- 
rung mindestens eines weiteren Oberflachenproteins der Tumor- und/oder Im- 
munzellen bewirken, das die Adhasion an Endothelzellen und/oder extrazellula- 

10 re Strukturen, insbesondere an organspezifische Endothelzellen und/oder an 
organspezifische extrazellulare Strukturen, vermittelt Mindestens ein Amino- 
peptidasen-lnhibitor und/oder mindestens ein weiterer Inhibitor kann auch eine 
Veranderung der adhasiven Funktionen von Endothelzellen bewirken. Auf die- 
se Weise kann verhindern werden, daB die Tumor- und/oder Immunzellen an 

15 die Endothelzellen binden, was fur die Polarislerung unerlaBIich ist. Um eine 
Invasion in ein bestimmtes Organ oder die Migration innerhalb dieses Organs 
gezielt zu verhindern, konnen diejenigen Aminopeptidase-lnhibitoren bzw. die- 
jenigen weiteren Inhibitoren eingesetzt werden, die spezifisch die Bindung an 
die organspezifische Endothelzellen und/oder die organspezifischen extrazellu- 

20 laren Strukturen blockieren. 

Besonders vorteilhaft Ist es weiterhin, wenn durch mindestens einen 
Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder durch mindestens einen weiteren Inhibitor 
die Expression mindestens eines Oberflachenproteins, Insbesondere eines 
25 Adhasionsmolekuls, beeinfluBbar ist. 

Eine der obigen Aufgaben wird durch ein pharmazeutisches Praparat gelost, 
das unter einer Verwendung mindestens eines Aminopeptidasen-lnhibitors 
und/oder einer Kombination von mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibitor 
30 und mindestens einem weiteren Inhibitor nach den obigen Ausfuhrungen her- 
stellbar ist. 
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Weiterhin wird eine der aufgefuhrten Aufgaben durch ein Verfahren zur Identifi- 

kation von Aminopeptidasen-lnhibitoren gelost, die eine Blockierung einer Pola- 
risienjng von invasiven menschllchen oder tierischen Tumor- und/oder Immun- 
zellen bewirken, wobel bei dam Verfahren zunachst Oberflachenproteinkombi- 
5 nationen eines Proteinnetzwerkes detektiert werden, die sich auf der Oberfla- 
che der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen befinden, wobei das 
Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine aus einer Gruppe bestehend 
aus 



1.CD4 


2. CDS 


3. HLA-DR 


4. HLA-DQ 


5. CD3 


6. CD26 


7. CD38 


8. CD45RA 


9. GDI 6 
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13. CD54 


14. GD58 
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umfaBt. In einem nSchsten Schritt werden die oder gleichartige Tumor- 
und/oder Immunzellen mit mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibltor be- 
handelt. AnsclilieBend werden die OberflSciienprotelnkomblnationen des Pro- 
teinnetzwerkes, die sich auf der Oberflache der behandelten Tumor- und/oder 

15 Immunzellen befinden, detektiert und mit den Oberflachenproteinkombinatio- 
nen des Proteinnetzwerks, die sich auf der Oberflache der unbehandelten Tu- 
mor- und/oder Immunzellen befinden, verglichen. Der mindestens eine Amlno- 
peptidasen-lnhibitor bewirkt bei einer Abweichung durch mindestens eine Ver- 
anderung des Oberflachenproteins GD13 die Blockierung der Polarisierung der 

20 Tumor- und/oder Immunzellen. 

In einem zusatzlichen Schritt kann der mindestens eine identifizierte Aminopep- 
tidasen-lnhibltor zu mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immun- 
zelle zugegeben werden und die weitere Entwicklung der mindestens einen 
25 polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle detektiert werden, urn so die tat- 
sSchliche Blockierung der Polarisierung nachzuweisen. 
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Das Verfahren kann weiterhin einen Kontrollschritt umfassen, bei dem die Bin- 
dung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an organspezfflsche 
Endothelzellen und/oder an organspezifische exlrazellulare Strukturen detek- 
5 tiert wird, die Bindung der mit dem mindestens einen identifiz'rerten Aminopep- 
tidasen-lnhibitor behandelten Tumor- und/oder Immunzellen an die organspezi- 
fischen Endothelzellen und/oder die organspezifischen extrazellularen Struktu- 
ren detektiert wird und die detektierten Bindungen verglichen werden. Wird bei 
den behandelten Tumor- und/oder Immunzellen eine vermlnderte Bindung 
10 festgestellt, wird die Polarisierung besonders effektiv gehemmt, da eine wlr- 
kungsvolle organspezifische Adhasion verhindert wird. 

Eine der obigen Aufgaben wird durch ein Verfahren zur Identifikation von Inhibi- 
toren gelost, die in Kombination mit mindestens einem Aminopeptidasen- 

15 Inhibitor eine Blockierung einer Polarisierung von invasiven menschlichen oder 
tierischen Tumor- und/oder Immunzellen bewirken, wobei in dem Verfahren 
zunachst Oberflachenproteinkombinationen eines Proteinnetzwerkes, die sich 
auf der Oberflache der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen befinden, 
detektiert werden, wobei das Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine 

20 aus einer Gruppe umfaBt, deren Zusammensetzung bereits obeh aufgefuhrt ist. 
Die Oder gleichartige Tumor- und/oder Immunzellen werden mit mindestens 
einem potentiellen Inhibitor behandelt und die Oberflachenproteinkombinatio- 
nen des Proteinnetzwerkes, die sich auf der Oberflache der behandelten Tu- 
mor- und/oder Immunzellen befinden, werden detektiert. Daraufhin werden die 

25 detektierten Oberflachenproteinkombinationen verglichen, wobei der minde- 
stens eine Inhibitor bei einer Abweichung durch mindestens eine Veranderung 
eines Oberflachenproteins zur Blockierung der Polarisierung der Tumor- 
und/oder Immunzellen geeignet 1st 

30 Die Oder die gleichartigen Tumor- und/oder Immunzellen konnen neben dem 
mindestens einen Inhibitor auch mit mindestens einem Aminopeptidasen- 
Inhibitor behandelt werden, wobei die Kombination von dem mindestens einen 
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Inhibitor und dem mindestens einen Aminopeptldasen-lnhibitor bei einer Ab- 
welchung der in den zwei verschiedenen Schrltten detektierten 
Oberflachenproteinkombinationen durch mindestens eine Veranderung eines 
Oberflachenproteins CD13 die Blockiemng der Polarisierung der Tumor- 
5 und/oder Immunzellen bewirkt. 

Das Verfahren kann auBerdem einen weiteren Schritt umfassen, bei dem der 
mindestens eine Identiflzierte Inhibitor Oder eine Kombination aus dem minde- 
stens einen identifizierten Inhibitor und dem mindestens einem Aminopeptida- 
10 sen-Inhibitor zu mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle 
zugegeben wird und die weitere Entwicklung der mindestens einen polarisie- 
renden Tumor- und/oder Immunzelle detektiert wird. 

Vorteilhafterweise kann das Verfahren einen Kontrollschritt umfassen, in dem 
15 die Bindung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an organspezifl- 
sche Endothelzellen und/oder an organspezifische extrazellulare Stnjkturen 
detektiert wird, In dem die Bindung der mit dem mindestens einen identifizierten 
Inhibitor und/oder mit einer Kombination aus dem mindestens einen identifizier- 
ten Inhibitor und dem mindestens einen Aminopeptldasen-lnhibitor behandelten 
20 Tumor- und/oder Immunzellen an die organspezifischen Endothelzellen 
und/oder die organspezifischen extrazellularen Strukturen detektiert wird und in 
dem die detektierten Bindungen verglichen werden. 

Grundsatzlich kann das Detektieren der Oberflachenproteinkombinationen Ver- 
25 fahrensschritte eines automatisierten Verfahrens zur Bestimmung von Molekul- 
klassen, Molekulgnjppen oder Molekulteilen In einem festen Oder flussigen Ob- 
jekt gemaB der DE 197 09 348 C umfassen. Bei diesen Verfahrensschritten 
konnen in ein- und demselben Objekt, namllch beisplelsweise in einer Probe 
von Immunzellen und/oder Tumorzellen, Oberflachenproteine mittels sequen- 
30 tieller Aufbringung von Reagenzlosungen Yn (n = 1.2,3...N) mittels einer auto- 
matischen Vorrichtung untersucht und gemessen werden, wobei die Verfah- 
rensschritte umfassen: 
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Aufnahme einer ersten Reagenzlosung Y1 aus einem Behalter, 
der die Reagenzlosung enthalt, 

Aufbringen der Reagenzlosung Y1 auf das Objekt, das sich auf 
einer objekttragenden Vorrichtung befindet, 
Einwirken der Reagenzlosung uber einen automatisch 
eingestellten Zeitraum, 

Aufnahme von mindestens einem EInzelmarklerungsmuster des 
zuvor mit der ersten Reagenzlosung Y1 markierten Objekts. 
Wiederholung der Schritte l-IV durch Aufbringen der ersten 
Reagenzlosung Y1 Oder einer zwei'ten Reagenzlosung Y2 Oder 
eines Gemisches aus erster und zweiter Reagenzlosung, und 
Wiederholung der Schritte I bis V mit weiteren Reagenzlosungen 
Yn (n = 2,3.. .N) oder einem Gemisch davon und wobei 
die in jedem Verfahrenszyklus erhaltenen Mart<ierungsverteilungsmuster durch 
15 computergestutzte Blldiiberiagerung in ein komplexes molekulares 
Kombinationsmuster des zu untersuchenden Objekts uberfuhrt werden. 

Aus diesem Kombinationsmuster konnen Informationen uber das 
Vorhandensein der oben genannten Proteine gewonnen werden und damit 
20 auch die Oberflachenproteinkombinationen detektiert werden, wenn die 
verwendeten Reagenzlosungen markierte Substanzen enthalten, die gegen die 
entsprechenden Proteine gerichtet sind. 

Bel den aufgefuhrten Kontrollschritten wird uberpruft, ob die Polarisierung 
25 durch den mindestens einen Aminopeptidasen-Inhibltor und/oder den 
mindestens einen weiteren Inhibitor verhindert wird, Indem die Bindung 
bestlmmter Molekule an definierte Strukturen gehemmt wird. Diese 
Kontrollschritte konnen durchgefuhrt werden, indem Immunzellen 
(Lymphozyten) und/oder Tumorzellen In Form eines kontinuierlichen Zellflusses 
30 in einem spezielien Gerat, das in der DE 199 32 158 A beschrieben wird, uber 
mindestens eine Probe mit den definierten Strukturen geleitet werden. 
Wahrend ohne Behandlung mit dem mindestens einen Aminopeptidasen- 
Inhibitor und/oder dem mindestens einen weiteren Inhibitor eine Bindung der 
Zellen an die definierten Strukturen erfolgen sollte, findet nach der Behandlung 
35 der Zellen mit dem mindestens einen Aminopeptidasen-lnhlbitor und/oder dem 
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mindestens einen weiteren Inhibitor keine Bindung oder eine vermindeite 
Bindung an die Strukturen statt. Die Probe kann beisplelsweise aus einem 
Organgewebesclinitt bestelien. 

5 Weitere IVIerkmale und Vorteile der Erfindung gehen aus den im folgenden auf- 
gefulirten Untersucliungsergebnissen lien/or, die unter anderem aniiand von 
einer Figur besciirieben werden. 

Die Rgur zeigt in zeitlicher Abfolge Fotografi'en von polarisierenden Zel- 
10 ten, unbehandelt und mit einem Targetinhibitor behiandelt. 

M\t l-lilfe zaiilreiciier Untersuchungen konnten die bereits oben aufgefuhirten 30 
Zelloberfiaclienproteine identifiziert werden, die zu einem spezifisclien Protein- 
netzwerk gelnSren, das die fruhen Phasen der Polarisierung von Tumorzellen 

15 und Immunzellen kontrolliert. In einer weiteren Untersucliung wurden nun 
Oberflaclienproteinkombinationen dieses Proteinnetzwerkes von Karpas-Zellen 
unbeiiandelt und nacli der Beliandlung mit dem Aminopeptldasen-lntiibitor Ac- 
tinonin detektiert. Zu diesem Zweck wurden zwei Gruppen VI und V2 von Kar- 
pas-Zellen gebildet, wobei die Zellen der Gruppe V1 nicht behandelt wurden, 

20 wahrend die Zellen der Gruppe V2 mit Actinonin behandelt wurden. In Tabelle 
2 sind diejenigen Oberfiachenproteinkombinatlonen zusammengestellt, die so- 
wohl bei den mit Actinonin behandeKen als auch bei den unbehandelten Zellen 
vorkommen. In dieser und den weiteren Tabellen 3 und 4 sind jedoch beisplel- 
haft nur 18 der 30 Proteine aufgefuhrt, wobei die detektierten Proteine mit 1 

25 gekennzeichnet sind und die nicht-detektierten Proteine mit 0 gekennzeichnet 
sind. 

Die Proteine sind von 1 bis 18 durchnumeriert, wobei die Nomenklatur aus der 
Tabelle 1 hervorgeht. 
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Tabelle 1 

1.CD2 2. CD3 3. CD4 4. CD8 5.CD16 6. CD56 

7. CD57 8. CD26 9. CD38 10. CD71 11.HLA-DR 12. HLA-DQ 

13.CD11b 14. CD46RA 15. CD7 16. CD62L 17. CD36 18.CD19 



Die in den Tabellen 2 bis 4 angegebenen Zellanzahlen bezlehen sicli auf je- 
wells 1000 untersuchte Zellen in den Gruppen VI und V2. In der Tabelle 2 ist 
5 eine Gesamtanzahl von 203 unterschiedlichen Proteinkombinationen aufge- 
fuhrt. 

In der Tabelle 3 sind die Oberflachenprotelnkombinationen aufgefuhrt, die nur 
bei den unbehandelten Karpas-Zellen vorkommen und nie bei den Actinonin- 
10 behandelten Karpas-Zellen zu finden sInd. Die Anzahl der in dieser Tabelle 3 
bezeichneten Proteinkombinationen betragt 131. 

In der Tabelle 4 sInd schlieBIIch diejenigen Oberflachenprotelnkombinationen 
aufgefuhrt, die ausschlleBlich bei den Actinonin-behandelten Karpas-Zellen 
15 vorkommen. Die Tabelle 4 enthalt 60 verschiedene Proteinkombinationen. 

Aus den Tabellen 2 bis 4 geht hervor, daS bei Betrachtung von iediglich 18 
Proteinen der 30 Proteine insgesamt 394 unterschiedliche Oberflachenprotein- 
kombinationen auftreten, wobei bei den unbehandelten Zellen insgesamt 334 
20 unterschiedliche Kombinationen zu finden sind und bei den behandelten Zellen 
insgesamt 263 unterschiedliche Kombinationen detektiert werden konnen. Die 
hiermit nachgewiesene Anderung der Oberflachenproteinkombinationen fuhrt 
zu einer spezifischen Blockierung der Zellpolarisierung. 

25 Eine weitere Untersuchung wird anhand der Figur erlSutert. In (I) ist der norma- 
le zellulare ProzeB der Polarisierung einer Tumorzelle gezeigt. Durch in vitro 
life imaging wird erfaBt, wie sich eine Sarkom-Zelle aus einer primar sphari- 
schen Zellform heraus uber die Blldung von 3 Zellextensionen (tripolare Zell- 
form) und anschlieBende gezielte Ruckbildung nur einer der drei Extensionen 
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(weiBer Pfeil bei 360 min) polarisiert. Die Definition einer Langsachse ist Vor- 
aussetzung fur die darauf folgendie Zellmigration. in (II) ist nacligewiesen, daB 
die Applilotion eines selel<tlven Targetinliibltiors, hier ein monol<Ionaler Anti- 
l<6rper gegen eine extrazellulare Domane des CD13 (scliwarzer Pfeil), die Zell- 
5 polarislenjng vollstandig verhindert. Die Zelle wird spharisch und hoch adhasiv, 
was aus dem Vergieich zwisclien einer Fotografie der inliibierten Zelle (II) nacli 
480 min und einer Fotografie der niclit-inliibierten Zelle (i) nacli 480 min (I) hier- 
vorgeht. 

10 Alinliche Ergebnisse erhSIt man bei dem Einsatz von Actinonin Oder Bestatin 
als Targetinhibltor. 
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Verwendung eines Aminopeptidasen-Inhibitors 



10 

ANSPRUCHE : 

1. Verwendung mindestens eines Aminopeptidasen-lnhibitors zur Herstel- 
lung eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumorerkrankungen 

15 und/oder Immunkrankheiten, wobei der mindestens eine Aminopeptida- 

sen-lnhlbitor eine Blockiemng einer Polarisierung von invasiven 
menschlichen oder tierischen Tumor- und/oder immunzellen durch Ver- 
anderung mindestens eines Oberflaclienproteins CD13 als Mitglied ei- 
nes Proteinnetzwerkes auf der Oberflaclie der Tumor- und/oder Immun- 

20 zellen bewirkt, wobei das Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine 

aus einer Gruppe bestehend aus 



1.CD4 


2. CDS 


3. HLA-DR 


4. HLA-DQ 


5. CD3 


6. CD26 


7. CD38 


8. CD45RA 


9. GDI 6 


10. CD57 


11.CD56 


12. CD7 


13. CD54 


14. GD58 


16. CD138 


16. CD13 


17. CD62L 


18. CD71 


19. GDI lb 


20. GD36 


21.CD29 


22. CD49d 


23. GDI 8 


24. GD49f 


25. GD19 


26. CD2 


27. CD20 


28. CD10 


29. CD44 


30. CD80 



umfaBt 

25 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 
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daB der mindestens eine Aminopeptidasen-lnhibitor ein Aminopeptida- 
sen-lnhibitor vom Homophtaiimid-Typ und/oder Actinonin und/oder Be- 
statin und/oder ein Antikorper, insbesondere ein monol<lonaler Antikor- 
per, gegen eines der Oberflachenproteine ist 

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daR die Immunkranklieiten Autoimmunkrankheiten oder Absto8ungsre- 
aktionen von transplantierten Organen oder Allergien, Insbesondere AI- 
lergien der Atemwege, sind, 

Venvendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB zur Herstellung des Arzneimlttels mindestens ein weiterer Inhibitor 
eingesetzt wird, der mindestens ein Oberflachenprotein inhibiert, das 
keine Aminopeptidase ist. 

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens ein Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder mindestens ein 
weiterer Inhibitor eine Veranderung mindestens eines Oberflachenprote- 
ins der Tunrior- und/oder Immunzellen bewirkt, das die Adhasion an En- 
dothelzellen und/oder extrazellulare Strukturen, insbesondere organ-, 
spezifische Endothelzellen und/oder organspezifische extrazellulare 
Strukturen, vermittelt. 

VenA/endung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB mindestens ein Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder mindestens ein 
weiterer Inhibitor eine Veranderung der adhasiven Funktionen von En- 
dothelzellen bewirkt. 
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Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB durch mindestens einen Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder durch 
mindestens eInen weiteren inhibitor die Expression mindestens eines 
Oberflachenproteins, Insbesondere eines Adiiasionsmolekuls, beein- 
fluBbar ist. 



Pliarmazeutisclies Praparat, das unter einer Verwendung mindestens 
eines Aminopeptidasen-inliibitors oder eirler Kombination von minde- 
stens einem Aminopeptidasen-lnliibitor und mindestens einem weiteren 
Inliibitor nach den Anspruchen 1 bis 7 hersteilbar ist. 

Verfahren zur ldentifil<ation mindestens eines Aminopeptidasen- 
Inhibitors, der sine Blocl<ierung einer Polarislerung von Invasiven 
menschlichen oder tierischen Tumor- und/oder Immunzellen bewirkt, 
folgende Schritte umfassend: 

a) Detel<tieren von Oberflachenproteinl<omblnationen eines Protein- 
netzwerl<es, die sich auf der Oberflache der unbehandelten Tu- 
mor- und/oder Immunzellen befinden, wobei das Proteinnetzwerk 
bis zu 30 Oberflachenproteine aus einer Gruppe bestehend aus 



I. CD4 
6. CD26 

II. CD56 
16. CD13 
21.CD29 
26. CD2 



2. CDS 
7. CD38 
12. CD7 

17. CD62L T8. CD71 
22. CD49d 23. GDI 8 
27. CD20 



3. HLA-DR 4. HLA-DQ 5. CD3 

8. CD45RA 9. GDI 6 10.GD57 

1 3. GD54 1 4. CD58 1 5. GDI 38 

19. GDI 1b 20. GD36 

24. GD49f 25. GDI 9 

28. GDI 0 29. GD44 30. GD80 



umfaBt; 
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b) Behandein der oder gleichartiger Tumor- und/oder Immunzellen 
mit mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibltor; 

c) Detektieren der OberflSchenproteinkombinationen des Protein- 
5 netzwerkes, die sich auf der Oberflache der behandelten Tumor- 

und/oder Immunzellen befinden; und 

d) Vergleichen der In Schritt a) und in Schritt c) detektierten Oberfla- 
chenproteinkomblnatlonen, wobel der mindestens eine Amino- 

10 peptidasen-inhlbitor bel einer Abweichung der in Schritt a) detek- 

tierten OberflSchenprotelnkombinatlonen von den in Schritt c) de- 
tektierten Oberfiachenprotelnkomblnatlonen durch mindestens 
eine Veranderung des Oberflachenproteins CD13 die Blockiemng 
der Polarisierung der Tumor- und/oder Immunzellen bewirkt. 

15 

1 0. Verfahren nach Anspmch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem 
der mindestens eine in Schritt d) identifizierte Aminopeptidasen-lnhibitor 
20 zu mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle zu- 

gegeben wird und die weitere Entwicklung der mindestens einen polari- 
sierenden Tumor- und/oder Immunzelle detektlert wird. 



1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 9 Oder 1 0, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem 
die Bindung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an or- 
ganspezif Ische Endothelzellen und/oder an organspeziflsche extrazellu- 
lare Strukturen detektiert wird, In dem die Bindung der mit dem mlnde- 
30 stens einen in Schritt d) identifizierten Aminopeptidasen-lnhibltor behan- 

delten Tumor- und/oder Immunzellen an die organspeziflschen Endo- 
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thelzellen und/oder die organspezifischen extrazelluiaren Strukturen de- 
tektiert wird und in dem die detelderten Bindungen verglichen werden. 

12. Verfahren zur Identifikation mindestens eines Inhibitors, der In Kombina- 
5 tion mit mindestens einem Aminopeptidasen-inhibitor eine Blockierung 

einer Polarisiemng von invasiven menschlichen oder tierischen Tumor- 
und/oder Immunzellen bewirkt, folgende Schritte umfassend: 

a) Detektieren von Oberflachenprotelnkombinationen eines Protein- 
10 netzwerkes, die sich auf der Oberflaclie der unbeliandelten Tu- 

mor- und/oder Immunzellen befinden, wobei das Proteinnetzwerk 
bis zu 30 Oberflachenproteine aus einer Gruppe bestehend aus 



15 



I. CD4 
6. CD26 

I I . CD56 
16. GDI 3 
21 . CD29 
26. CD2 

umfaBt; 



2. CDS 
7. CD38 
12. CD7 
17. CD62L 
22. CD49d 
27, CD20 



3. HLA-DR 
8. CD45RA 
13. CD64 
18. CD71 
23. GDI 8 
28. GD10 



4. HLA-DQ 
9. GDI 6 
14.GD58 
19. GD11b 
24. GD49f 
29. GD44 



5. GD3 
10. GD57 
15. GDI 38 
20. GD36 
25. GDI 9 
30. GD80 



b) Behandein der oder gleichartiger Tumor- und/oder Immunzellen 
mit mindestens einem potentiellen inhibitor, der nicht gegen eine 
Aminopeptidase gerichtet ist; 

20 

c) Detektieren der OberflSchenproteinkombinationen des Protein- 
netzwerkes, die sich auf der Oberfiache der behandelten Tumor- 
und/oder Immunzellen befinden; und 

25 d) Vergleichen der in Schritt a) und in Schritt c) detektierten Oberfla- 

chenproteinkombinationen, wobei der mindestens eine Inhibitor 
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bei einer Abweichung der in Schritt a) detektierten Oberflachen- 
protelnkombinationen von den in Schritt c) detektierten Oberfla- 
chenproteinkombinationen durch mindestens eine Verandemng 
eines Oberflachenproteins zur Blockierung der Polarisierung der 
5 Tumor- und/oder ImmunzeKen geeignet ist. 

1 3- Verfahren nach Anspruch 1 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Oder die gleichartigen Tumor- und/dder Immunzellen in Schritt b) 
10 auch mit mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibitor behandelt wer- 

den, wobei die Kombinatlon von dem mindestens einen Inhibitor und 
dem mindestens eInen Aminopeptidasen-lnhibitor bei einer Abweichung 
der in Schritt a) detektierten Oberflachenproteinkombinatlonen von den 
In Schritt c) detektierten Oberflachenproteinkomblnatlonen durch mlnde- 
15 stens eine Veranderung eines Oberflachenproteins CD 13 die Blockie- 

rung der Polarisierung der Tumor- und/oder Immunzellen bewlrkt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 2 oder 1 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem 

der mindestens eine in Schritt d) identifizierte Inhibitor oder eine 
Kombination aus dem mindestens einen in Schritt d) identifizierten 
Inhibitor und mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibitor zu 
mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle 

25 zugegeben wird und die weitere Entwicklung der mindestens einen 

polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle detektlert wIrd, 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem 

die Bindung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an or- 
ganspezifische Endothelzeilen und/oder an organspezifische extrazellu- 
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lard Strukturen detektiert wird, In dem die Bindung der mit dem minde- 
stens einen in Scliritt d) identifizierten Inhibitor Oder mit einer Kombinati- 
on aus dem mindestens einen in Schritt d) identifizierten Inhibitor und 
mindestens einem Amindpeptidasen-lnhibitor behandelten Tumor- 
5 und/oder Immunzellen an die organspezifischen Endothelzellen 

und/oder die organspezifischen extrazellularen Strukturen detektiert wird 
und In dem die detektierten Bindungen verglichen werden. 
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